
































A  protocol  for  the  production,  purification,  and  use  of  enzyme  packaged  outer  membrane 
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An  increasing  interest  in  applying  synthetic  biology  techniques  to  program  outer membrane 
vesicles  (OMV)  are  leading  to  some very  interesting  and unique  applications  for OMV where 













from  bacterial  cultures  as  well  as  proper  handling  techniques  and  things  to  consider  when 




Presented  here  is  a  method  for  the  design,  production,  and  purification  of  enzyme‐loaded 
bacterial  outer  membrane  vesicles  (OMV).  OMV  are  small,  primarily  unilamellar, 
proteoliposomes  that  range  in  size  from  30‐200  nm1,2.  All  Gram‐negative  and  Gram‐positive 
bacteria  that  have  been  studied  to  date  have  demonstrated  release  of  either  OMV  or 






The  exact  mechanisms  of  OMV  biogenesis  are  not  well  characterized,  and  appear  to  differ 























are  referred  to  as  the  SpyCatcher  (SC)  and  SpyTag  (ST)  domain  and  are  derived  from  the 
Streptococcus pyogenes fibronectin‐binding protein (FbaB)11. This split protein system is unusual 
in  that when  the  two subunits are within proximity an  isopeptide bond spontaneously  forms 
between the proximal aspartic acid and lysine amino acid residues creating a covalent linkage. 










extremely  dangerous15.  Prolonged  or  significant  exposure  to  organophosphates  commonly 
results  in  uncontrollable  convulsions  and  typically  causes  death  via  asphyxiation.  While  PTE 
exhibits the highest catalytic activity toward paraoxon, a very potent insecticide, it is also capable 

















motif  and  a  periplasmically  soluble  C‐terminal  portion  known  to  interact  with  the 
peptidoglycan19. In the mutant OmpA‐ST fusion designed here the C‐terminal portion of OmpA 




periplasmic  portion  of  OmpA  decreases  the  number  of  interactions  between  the  outer 
membrane  and  the  peptidoglycan  resulting  in  membrane  destabilization  leading  to  hyper‐















1.2)   Prepare a plasmid  (e.g. pACYC184) containing  the enzyme/protein  (PTE)  to be packaged 
within the OMV fused to the complementary bioorthogonal linkage domain to that of the anchor 





































Note:  Colonies  that  survive  antibiotic  selection will  be  used  for  all  future OMV preparations. 





























































































































































5.1.12)  Record particle  size  distribution  and particles/ml  concentration  as  determined by  the 
software.   
 





















































6.2.2)  Calculate  and  compare  the  initial  velocities  at  each  Triton  X‐100  level  to  verify 
transmembrane  passage  of  the  substrate/product  indicated  by  minimal  change  in  enzyme 


























7.1.3) Thaw frozen aliquots  from step 7.1.1 by placing them at RT being sure not  to heat  the 
samples.  
 





















Simultaneous expression of  two  recombinant proteins,  as  is  required  for  the OMV packaging 
strategy detailed in this protocol, can be accomplished through a number of different avenues. 
Here,  a  two  vector  system  was  utilized  with  compatible  origins  of  replication  and  separate 






to  facilitate  cloning  of  the  enzyme  gene  as  a  fusion  to  a  C‐terminal  SC  protein.  The  plasmid 
construct encoding the outer membrane anchor protein is the commercial vector pET22 which 
utilizes  the  lac operon  for  control of protein expression and  the pelB  periplasmic  localization 
sequence. The short ST sequence was cloned into the truncated OmpA protein prior to insertion 
into  the  expression  plasmid.  In  both  plasmids,  the  C‐terminal  hexahistidine  sequence  was 
maintained  to  allow  for  simultaneous  identification  of  the  fusion  proteins  in  OMV  samples. 
Construction and characterization of these gene constructs, including both the N‐ and C‐ terminal 
ST fusion constructs to OmpA, are fully described in Alves et al7. The gene constructs described 












the  OMV  protein  content  and  recombinant  protein  expression  are  seen  via  SDS‐PAGE  and 
Western  blot  (Figure  3).  Molecular  weights  for  proteins  of  interest  specific  to  the  protocol 
provided  here  are  as  follows:  native  OmpA  (37.2  kDa),  OmpA‐ST  (23  kDa),  PTE‐SC  (51  kDa), 
OmpA‐ST/PTE‐SC (74 kDa). Purified OMV should have a dark band at approximately 37 kDa which 
is indicative of the highly abundant native OmpA. Depending on the gel resolution there may be 








Furthermore,  activity  assays  and  vesicle  rupture  experiments  have  been  provided  to 
demonstrate representative results that would be expected if the enzymatic substrate can freely 
enter  the  OMV  through  transmembrane  porin  proteins  (Figure  4).  Paraoxon  relatively  freely 
enters the OMV through endogenous transmembrane porin proteins to react with the packaged 
PTE  and  the  reaction  product,  p‐nitrophenol,  also  passes  relatively  freely  through  the  OMV 
membrane. This phenomenon will not be ubiquitous among all product, substrate, and enzyme 





















 Figure  2:  OMV  characterization.  A)  SEM  of  ultracentrifuge  purified  OMV  from  native  E.  coli 
[BL21(DE3)].  B)  Representative  particle  tracking  size  distributions  and  (C)  total  vesicle 
concentration  averaged over  90  sec  sample  reads  for Native OMV,  PTE‐SC  in  the  absence of 
arabinose  activation  (PTE‐No  A),  PTE‐SC  in  the  presence  of  arabinose  activation  (PTE‐A),  N‐
terminal OmpA‐ST co‐transformed with PTE‐SC in the presence of arabinose and IPTG activation 
(PTE/OMV‐N), and  the ultracentrifuge supernatant  (UC Supernatant). A  significant  increase  in 
OMV production was observed in the PTE/OMV‐N sample compared to the Native OMV and PTE‐
SC  constructs  alone.  OMV  were  quantified  in  the  UC  supernatant  to  demonstrate  a  nearly 








pellet  of  the  C‐terminal  OmpA‐ST  fusion  coexpressed  with  PTE‐SC  (PTE/OMV)  construct 



















Comparing  this  data  to  assays  performed  in  the  absence  of  T100  facilitates  verification  of 
translocation of substrate across intact OMV bilayers if enzymatic initial velocities are unchanged. 
In  the  case  of  paraoxon  there was  very  little  activity  difference  observed  in  the  presence  or 
absence of T100 indicating that paraoxon passes freely through the endogenous pores on the 
OMV.  C)  PTE‐SC  kinetic  data  fit  to  standard Michaelis‐Menten  enzyme  kinetics  equation  for 
PTE/OMV‐N and PTE‐A. D) A Lineweaver‐Burk analysis used for determining KM and kcat/KM (48, 
4.4x107;  44  µM,  4.9x107  s‐1M‐1,  respectively)  demonstrating  similar  PTE  literature  kinetic 



















and  cellular  debris  is  of  significant  importance  and  will  affect  all  downstream  attempts  at 
quantitation  or  sample  analysis.  Two  successive  centrifugation  steps  followed  by  filtration  is 
typically adequate to remove these contaminants. However, in all instances care should be taken 
when  decanting  solutions  after  centrifugation  to  minimize  the  transfer  of  contaminants. 
Similarly,  the  final  OMV  pellet  obtained  following  ultracentrifugation  is  often  only  loosely 







The use of  PTE  in  this  system provides  for  an  excellent model  enzyme encapsulation  for  the 
environmental  remediation of organophosphate contaminated  regions with PTE being  readily 
replaceable by an alternate enzyme or protein of interest. As described here the coexpression of 








substrates will  freely  pass  through  the OMV  bilayer  and  it  is  therefore  imperative  that  each 
unique enzyme and substrate pair be tested on a case by case basis. Even if a substrate does not 







and  ultra‐filtration,24  also  exist  and  may  be  more  suitable  techniques  depending  upon  the 
intended application. These alternate purification techniques can also be readily supplemented 







































2.  Kulp, A. & Kuehn, M.  J. Biological  functions and biogenesis of  secreted bacterial outer 




4.  Kulkarni,  H.  M.  &  Jagannadham,  M.  V.  Biogenesis  and  multifaceted  roles  of  outer 
membrane  vesicles  from  Gram‐negative  bacteria.  Microbiology  160,  2109‐2121, 
doi:10.1099/mic.0.079400‐0 (2014). 
5.  Ellis,  T.  N.  &  Kuehn, M.  J.  Virulence  and  immunomodulatory  roles  of  bacterial  outer 
membrane vesicles. Microbiol. Mol. Biol. Rev. 74, 81‐94, doi:10.1128/mmbr.00031‐09 (2010). 
6.  Berleman,  J. & Auer, M.  The  role  of  bacterial  outer membrane  vesicles  for  intra‐  and 
interspecies delivery.  Environ. Microbiol. 15, 347‐354, doi:10.1111/1462‐2920.12048 (2013). 
7.  Alves, N.  J.  et  al.  Bacterial  nanobioreactors–directing  enzyme packaging  into  bacterial 









10.  Kesty,  N.  C.  &  Kuehn,  M.  J.  Incorporation  of  heterologous  outer  membrane  and 
periplasmic proteins into Escherichia coli outer membrane vesicles. J. Biol. Chem. 279, 2069‐2076, 
doi:10.1074/jbc.M307628200 (2003). 
11.  Zakeri,  B.  et  al.  Peptide  tag  forming  a  rapid  covalent  bond  to  a  protein,  through 
engineering  a  bacterial  adhesion.  Proc.  Natl.  Acad.  Sci.  U.  S.  A.  109,  e690‐697, 
doi:10.1073/pnas.1115485109/‐/DCSupplemental (2012). 
12.  Li, L., Fierer, J. O., Rapoport, T. A. & Howarth, M. Structural analysis and optimization of 
the covalent association between SpyCatcher and a peptide tag.   J.  Mol.  Biol.  426,  309‐317, 
doi:10.1016/j.jmb.2013.10.021 (2014). 








16.  Bigley,  A.  N.,  Xu,  C.,  Henderson,  T.  J.,  Harvey,  S.  P.  &  Raushel,  F.  M.  Enzymatic 
neutralization  of  the  chemical  warfare  agent  VX:  Evolution  of  phosphotriesterase  for 





18.  Wang, Y. The function of OmpA in Escherichia coli.  Biochem.  Biophys.  Res.  Commun. 
292, 396‐401, doi:10.1006/bbrc.2002.6657 (2002). 
19.  Danoff,  E.  J.  &  Fleming,  K.  G.  The  soluble,  periplasmic  domain  of  OmpA  folds  as  an 
independent unit and displays chaperone activity by reducing the self‐association propensity of 
the  unfolded  OmpA  transmembrane  beta‐barrel.  Biophys.  Chem.  159,  194‐204, 
doi:10.1016/j.bpc.2011.06.013 (2011). 
20.  Alves, N. J. & Kline, J. A. Comparative study on the inhibition of plasmin and delta‐plasmin 













vincristine  levels  in plasma under equilibrium conditions employing ultrafiltration  techniques. 
  Anal. Biochem. 232, 149‐157, doi:10.1006/abio.1995.0001 (1995). 
25.  Blakeley, B. D., Chapman, A. M. & McNaughton, B. R. Split‐superpositive GFP reassembly 
is a  fast, efficient, and robust method  for detecting protein–protein  interactions  in vivo. Mol. 
BioSyst. 8, 2036, doi:10.1039/c2mb25130b (2012). 
26.  De Crescenzo, G.,  Litowski,  J.  R., Hodges,  R.  S. & O'Connor‐McCourt, M., D.  Real‐time 
monitoring of  the  interacation of  two‐stranded de novo  designed  coiled‐coils:  effect of  chain 
length on the kinetic and thermodynamic constants of binding. Biochemistry 42, 1754 – 1763, 
doi:10.1021/bi0268450 (2003). 
27.  Charalambous,  A.,  Antoniades,  I.,  Christodoulou,  N.  &  Skourides,  P.  A.  Split‐Intein  for 
simultaneous  site‐specific  conjugation  of  quantum dots  to multiple  protein  targets  in  vivo.  J. 
Nanobiotechnol. 9, 1‐14, doi:10.1186/1477‐3155‐9‐37 (2011). 
28.  Lee,  E.‐Y.  et  al.  Global  proteomic  profiling  of  native outer membrane  vesicles  derived 
fromEscherichia coli. Proteomics 7, 3143‐3153, doi:10.1002/pmic.200700196 (2007). 
29.           Alves, N. J., Turner, K. B., Medintz,  I. L., & Walper, S. A. Protecting enzymatic function 
through  directed  packaging  into  bacterial  outer  membrane  vesicles.  Sci.  Rep.  6,  24866,  
doi:10.1038/srep24866 (2016). 
30.  Alves, N.  J., Turner, K. B., Medintz,  I.  L. & Walper, S. A. Emerging  therapeutic delivery 
capabilities and challenges utilizing enzyme/protein packaged bacterial vesicles.   Ther.  Delivery 
6, 873‐887, doi:10.4155/tde.15.40 (2015). 
